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57© Resumen:
Procedimiento no invasivo de detección y análisis de mi-
croorganismos en productos lácteos en envases lamina-
dos de papel o cartón utilizando ondas elásticas por aco-
plamiento en seco.
El objeto es la detección del crecimiento de microorganis-
mos dentro de recipientes cerrados de productos lácteos
midiendo el cambio de los parámetros de propagación de
ondas ultrasónicas que se propagan en su interior debi-
do a las modificaciones que sufren los productos lácteos
cuando crecen distintos microorganismos.
La técnica consiste en introducir un pulso ultrasónico a
través de la pared del recipiente, captándolo con un sen-
sor tras atravesar dicho recipiente. La medida de los pa-
rámetros tales como el retardo, la amplitud de la señal y
la distorsión armónica, delatan los cambios fisicoquímicos
producidos por contaminación microbiana.
Los procedimientos usados en la industria láctea son los
habituales en microbiología clínica, por lo que son inva-
sivos y muy costosos de mantenimiento y el análisis es
más económico.
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DESCRIPCION
Procedimiento no invasivo de deteccion y ana-
lisis de microorganismos en productos lacteos en
envases laminados de papel o carton utilizando
ondas elasticas por acoplamiento en seco.
Sector de la tecnica
El problema de la seguridad alimentaria y el
control de calidad de los alimentos es un tema de
creciente interes en nuestra sociedad, debido a la
incidencia directa que tiene sobre la salud de los
consumidores. En particular la leche y sus deri-
vados, constituyen una parte esencial de la dieta
humana, desde la mas temprana edad. Por ello,
disponer de sistemas rapidos y ables de control
de calidad de estos productos es de primera im-
portancia para la industria lactea.
La leche es un sustrato ideal para el creci-
miento bacteriano debido a la gran cantidad de
nutrientes que posee. Ademas, al ser un producto
animal sujeto a una gran diversidad de Metodos
de produccion, se puede contaminar con un am-
plio espectro de microorganismos. De hecho, es
habitual la aparicion de infecciones bacterianas
en el proceso de produccion de los lacteos, las
cuales invalidan dichos productos para el con-
sumo humano. Por esta razon, dentro del con-
trol de calidad de la produccion de lacteos, la de-
teccion microbiologica juega el papel mas impor-
tante. Ademas una deteccion precoz y eciente
de la presencia de microorganismos en estos pro-
ductos supone importantes benecios economicos
derivados del hecho de poder detener una pro-
duccion contaminada cuanto antes con el n de
no producir alimentos que deberan ser desecha-
dos una vez que sea detectada la presencia de es-
tos microorganismos. Ademas, se reduce los cos-
tes de capital circulante al reducir los tiempos de
almacenamiento del producto elaborado en pre-
vision de incidencias
Estado de la tecnica
Existe una amplia variedad de sistemas para
la deteccion microbiana en lacteos (R.K. Robin-
son. Microbiologa Lactologica, Vol (I y II). Edi-
torial Acribia S.A., Zaragoza, Spain, (1987)). La
carga bacteriana es funcion de las especies de bac-
terias presentes y de su numero. Un adecuado
programa de control de dicha carga bacteriana
debera incluir medidas directas, que implican el
recuento microbiano. Sin embargo, este tipo de
procedimientos supone un gasto importante de
tiempo y dinero. Pox ella, la industria lactea
suele seleccionar pruebas de calidad indirectas,
basadas en la actividad metabolica de las distin-
tos microorganismos presentes. A continuacion
se detallan algunas de las pruebas directas e in-
directas mas comunmente utilizadas.
Entre los metodos directos se encuentran:
Microflora total par cultivo: Las muestras de la
leche se diluyen y se inoculan en placas que con-
tienen media de cultivo como agar o triptona, se
incuban y, nalmente, se cuentan colonias.
Recuento directo al microscopio (Metodo de
Breed): Se extiende de 0.01 a 0.05 ml de leche so-
bre un portaobjetos en un espacio de 1 a 4 cm2;
se seca, se desengrasa con xilol se ja con alcohol
y se ti~ne con azul de metileno al 0.3 %














crobianos, efectuandose pruebas especcas en
funcion del grupo microbiano a detectar (Bacte-
rias coliformes, microorganismos termorresisten-
tes; bacterias esporuladas anaerobias, producto-
ras de gas,...)
Dentro de las metodos indirectos se encuen-
tran:
Presion: deteccion del aumento de presion en en-
vases debidas a la produccion gaseosa resultante
del metabolismo de ciertos microorganismos.
Acidez y pH: Medida directa de estos parametros,
modicados durante el metabolismo de los mi-
croorganismos
Coagulacion: Se detecta la presencia de coagu-
lacion en la leche al ser mezclada con alcohol, lle-
vada a ebullicion o incubada a temperatura entre
30-37C durante 12-24h.
Impedanciometra electrica: Medida de las varia-
ciones en la parte real e imaginaria de la con-
ductividad de un sustrato lquido inoculado con
leche. Estas variaciones ponen de maniesta las
cambios electricos inducidos por el desarrollo de
microorganismos.
Existe, por tanto una gran variedad de tec-
nicas para el control microbiologico, estimando-
se su idoneidad para ser aplicados al procesa de
produccion en funcion de su rapidez, abilidad y
coste. Sin embargo, todos ellos presentan la ca-
racterstica comun de ser procedimientos destru-
ctivos: es necesario tomar una muestra del pro-
ducto en un momento dado, abriendo el envase.
Esto supone el molesto inconveniente de aumen-
tar la posibilidad de falsos positivos por contami-
nacion posterior de la muestra tomada, as como
la necesidad de esperar un tiempo, a veces excesi-
vamente largo de incubacion de las muestras para
que la condicion do esterilidad de la leche pueda
ser garantizada. Tan solo un elevado aumento
da la presion en envases flexibles (los cuales se
van hinchando) a la aparicion de disgregacion y
coagulos en envases ,transparentes (cada vez me-
nos utilizados) permiten hoy por hoy tener indica-
ciones de la posible presencia de microorganismos
sin abrir el recipiente. Sin embargo, los principa-
les casos de deterioro de productos lacteos debi-
dos a la presencia de microorganismos, muy im-
portantes por su frecuencia y consecuencias, caen
fuera de estos supuestos.
Descripcion de la invencion
El objeto de esta patente es un nuevo metodo
de deteccion y analisis microbiologico de amplio
espectro, no invasivo y basado en la propagacion
de ondas elasticas a traves de la leche a un deri-
vado lacteo.
La medida de los parametros de propagacion
de ondas elasticas a traves de un medio deter-
minado esta siendo cada vez mas ampliamente
utilizada en el control de calidad en la industria
alimentaria (D.J. McClements. Ultrasonic cha-
racterization of foods and drinks: Principles, Me-
thods and Applications. Critical reviews in Food
Science and Nutrition 37 (L),. 1-46, (1997)). El
caracter inocuo de este tipo de ensayos los hace
idoneos para el analisis de sustancias cuya pre-
servacion frente a cualquier tipo de desnaturali-
zacion es de suma importancia. En ciertas aplica-
ciones se han utilizado los ultrasonidos para de-
terminar la composicion de los aumentos que sa-
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len de la cadena de produccion, extrayendo de
las envases una muestra e introduciendola en una
celula de medida (J,W. Fitgerald/Cheasepeake
Inst. Corp., patente US 3040562, 1962).
Existen trabajos que mencionan la utilizacion
de los ultrasonidos para la deteccion de la de-
gradacion de alimentos envasados (Gestrelius, H.,
Mattila, T., Ahvenainen, R., Trends in Food
Science and Technology 5 (12g, 1991g, utilizando
una tecnica ultrasonica de medida par efecto
doppler, del \streaming" acustico. Sin embargo,
esta tecnica tiene pocas posibilidades de poder ser
explotada industrialmente debido a la dicultad
de establecer de forma controlada y repetitiva un
\streming" en alimentos envasados. Esto es aun
mas complicado en envases laminados a base de
papel, los cuales, por su desacoplo de impedancia
con los sistemas de transduccion transmiten tan
solo una peque~na parte de la energa acustica ne-
cesaria tanto para medir el efecto doppler como
para establecer el \streaming". Asimismo, no pa-
rece una tecnica muy sensible ya que se precisan 4
o mas das de incubacion para que el crecimiento
de microorganismos produzca un cambio detecta-
ble en la muestra. Con un concepto totalmente
distinto, Ahvenainen et al. usaron la ecografa
para la deteccion de microorganismos (Ahvenai-
nen, R, Manila, T, Wirtanen, G; Lebensm.-Wiss.
Technol. 22, 268-272 1989) Este metodo pre-
senta el inconveniente de no ser apto para la de-
teccion no invasiva en envases de carton, ya que,
segun ellos mismos dicen, era necesario cambiar
el producto a otro envase para realizar la medida.
Ademas, se trata de un metodo difcilmente in-
dustrializable dada la complejidad y elevado pre-
cio de los sistemas ecogracos. En una patente
del a~no 1987, M. Nagata et al. describen un
Metodo ultrasonico para la deteccion de microor-
ganismos en producto envasados. (Fujimori Ko-
gyo Co. Ltd.. EP269815). En el dispositivo des-
crito no incluyen ningun sistema de termostati-
zacion, lo cual introduce una importante incerti-
dumbre en el sistema que los autores no parecen
advertir, ya que las constantes de propagacion
ultrasonicas son altamente sensibles respecto de
la temperatura. Asimismo, la medida de propa-
gacion se realiza en un ba~no lquido, lo cual no
es apto para envases con componentes de papel
o carton, los cuales se degradan en estas circuns-
tancias.
El desarrollo del mercado demanda la apa-
ricion de metodos no destructivos capaces de rea-
lizar la evaluacion microbiologica de los alimentos
en todo tipo de envases, incluidos los laminados
de papel y carton, cuyo uso esta cada vez mas
extendido. Esto implica el desarrollo de sistemas
de deteccion con acoplamiento en seco, capaces de
detectar los mas leves cambios producidos en fa-
ses tempranas del desarrollo de microorganismos
en los alimentos..
Los cambios detectados en la propagacion de
la onda elastica pueden deberse a distintos fac-
tores, los cuales, a su vez, variaran en funcion
del microorganismo o microorganismos presentes.
Esto permite distinguir entre los distintos tipos
de microorganismos que pueden contaminar los
productos lacteos. Entre las causas mas relevan-














los parametros de propagacion de las ondas tene-
mos: la aparicion de gas en el medio, cambios en
la estructura de la suspension, debido cambios en
los tama~nos de los globulos grasos o de las mice-
las de protenas, procesos de coagulacion o geli-
cacion, precipitacion de sustancias inicialmente
en suspension o incluso la aparicion de un numero
considerable de bacterias, lo cual constituye en s
un cambio en la estructura del medio.
El procedimiento objeto de esta patente re-
vela la presencia de microorganismos sin necesi-
dad de extraer muestras del producto del interior
de su envase comercial. Esta caracterstica per-
mite no contaminar el producto durante el pro-
ceso de control de calidad microbiologica. La in-
vencion permite la deteccion en cualquiera de los
envases que actualmente se utilizan en la industria
lactea, incluyendo los envases multicapa como son
por ejemplo el Combibloc y Tetrabrick -marcas
registradas-. Ademas, mediante este metodo se
puede seguir el crecimiento microbiano al mismo
tiempo que este va teniendo lugar, ya que la me-
dida se basa en una monitorizacion en continuo
del producto. Esta caracterstica permite la de-
teccion precoz de contaminaciones que puedan
manifestarse antes de los periodos de incubacion
convencionales preestablecidos para los metodos
tradicionales de control microbiologico. Estos
solo chequean el producto tras dicho periodo de
incubacion que podra ser incluso superior a 48
horas.
El procedimiento (ver Figuras 1 y 2) consiste
en la medida automatica de los parametros que
caracterizan la propagacion de una onda meca-
nica (amplitud, velocidad y distorsion armonica)
a traves de un producto lacteo (PL) contenido
en un recipiente (RL). Este procedimiento esta
basado, a su vez, en una patente previa de un
procedimiento clnico para la deteccion de mi-
croorganismos en fluidos biologicos y muestras
clnicas mediante la medida de la velocidad de
propagacion (Patente ES 2 147 149). El recinto
de medida, RM, donde se encuentra el producto
que ha de ser analizado, debe encontrarse conve-
nientemente termostatizado, (a las temperaturas
habitualmente usadas en la industria lactea), con
un error inferior a 0.1C, con el n de evitar inter-
ferencias entre las variaciones en la propagacion
de la onda mecanica debidos a una supuesto cre-
cimiento microbiano y los debidos a cambios en
la temperatura del medio.
A diferencia de la referencia (Patente ES 2 147
149), la termostatizacion ha de realizarse en seco
para evitar el deterioro del envase. Este detalle
es de suma importancia ya que las caractersticas
del sistema de termostatizacion han de ser ade-
cuadas para un medio gaseoso; ademas, la hume-
dad constituye en este caso otro parametro capaz
de influir en la transmision de ondas elasticas a
traves del recipiente. Los sistemas de control de
temperatura y humedad aparecen en las guras 1
y 2 como CTH. Asimismo, y tambien a diferencia
de (Patente ES 2 147 149), el procedimiento in-
cluye la eleccion y generacion de la frecuencia de
trabajo -dentro del rango ultrasonico- en funcion
del tipo de envase y producto a analizar. La pre-
cision alcanzada con este control de la humedad
y la temperatura permite la deteccion de conta-
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minaciones que no degradan de forma drastica
el producto, aumentando la precision en la me-
dida de los parametros de propagacion respecto
a otros metodos de ultrasonidos, como por ejem-
plo la patente citada (Fujimori Kogyo Co. Ltd..
EP269815), en mas de un orden de magnitud.
En contraste con los sistemas ultrasonicos de
medida en agua, otra cuestion clave en este proce-
dimiento es la incorporacion de un elemento que
proporcione un adecuado acoplamiento elastico
(A) entre los sistemas de emision y recepcion de
ondas elasticas y el recipiente que contiene el pro-
ducto lacteo. Este acoplamiento cuya geometra
depende del tipo de recipiente, consiste en un
polmero con buenas propiedades de transmision
elastica (silicona RTV).
La tecnica de medida puede utilizar bien la
conguracion de transmision \throughtransmis-
sion" con dos transductores enfrentados (E) y (R)
en la gura (1), bien la de pulsoeco con un solo
transductor (E-R) en la gura 2que emite la onda
elastica y la recibe tras atravesar el producto y
reflejarse en la cara opuesta del recipiente. El
transductor emisor (E) en la gura 1 y E-R en la
gura (2) es excitado con un sistema electronico
(EE) que genera una se~nal electrica, y el trans-
ductor de recepcion (R) en la gura 1 y (E-R) en
la gura (2) dispondra de una electronica para el
tratamiento de la se~nal recibida (ER).
En ambos casos, la onda elastica es procesada
despues de atravesar el recipiente y el producto.
Para ello se mide la diferencia en tiempo entre la
se~nal de disparo y la llegada de dicho pulso, la
amplitud de la onda despues de atravesar el me-
dio y el cambio que sufre la forma de la misma;
a diferencia de (Patente ES 2 147 149) en el que
solo se detectaba el cambio en la velocidad de
propagacion. La posible variacion de uno o va-
rios de estos parametros nos proporciona infor-
macion acerca de los cambios que tienen lugar en
el medio lacteo cuando pasa a ser colonizado por
microorganismos.
Esta tecnica de medida puede ser utilizada
para el control microbiologico de otro tipo de ali-
mentos lquidos, no lacteos, susceptibles de cons-
tituirse en sustrato de microorganismos simila-
res a los que aparecen en los productos lacteos,
haciendo las convenientes modicaciones meto-
dologicas para adecuarlo al problema en particu-
lar.
Ejemplo de realizacion de la invencion
Ejemplo 1
Distincion entre microorganismos
En la gura 3 aparece el retardo en el tiempo
de vuelo de la se~nal ultrasonica tras atravesar le-
che inoculada con una concentracion inicial de
unos 1000 u.f.c./ml de dos microorganismos di-
ferentes, Bacillus Cereus (cuadrados) y Pseudo-
mona Aeruginosa (crculos). Se puede apreciar
como en ambos casos, el retardo va disminuyendo
(lo que se corresponde con un aumento de la ve-
locidad de propagacion). Sin embargo la presen-
cia de los microorganismos se detecta en tiem-
pos diferentes (a partir de la hora 3 en el caso
del Bacillus Cereus y de la hora 23 en el caso de
la Pseudomona Aeruginosa) y con una pendiente
tambien distinta que caracteriza la naturaleza de















Aplicacion de la medida de la amplitud del 2
armonico para la deteccion microbiologica
El procedimiento objeto de esta patente per-
mite la deteccion de la presencia microbiologica
no solo a traves de la medida de tiempos de vuelo,
sino tambien con la medida de amplitudes y dis-
torsion armonica. En particular en la gura 4 se
presenta la deteccion de la presencia de Bacillus
Cereus con la medida del 2 armonico. Se apre-
cian los cambios en dicha amplitud a partir de la
hora 4, correspondientes a la presencia (crculos)
o no (cuadrados) del Bacillus Cereus en leche. El
nivel de 2 armonico da cuenta de la deformacion
que va sufriendo la onda al propagarse por el me-
dio.
Ejemplo 3
Deteccion microbiologica en otros alimentos (zu-
mo de naranja)
En la gura 5 se muestra la aplicacion del pro-
cedimiento a otro alimento lquido, zumo de na-
ranja. En particular se aprecia el deterioro rapido
que tiene lugar en el zumo de naranja natural con-
gelado tras su descongelacion (crculos), deterioro
que comienza a partir de la tercera hora, en con-
traste con la estabilidad del zumo concentrado
IJHT, esteril (cuadrados). Esta deteccion se rea-
lizo a traves de la medida del tiempo de vuelo de
la se~nal.
Descripcion de los dibujos
Figura 1
Esquema del procedimiento de medida en con-
guracion de transmision o \throughtransmis-
sion". Consta del transductor emisor (E) y el
transductor receptor -Renfrentados a ambos la-
dos del recipiente (RL) que contiene el producto
lacteo (PL).
El acoplamiento de los transductores al reci-
piente se realiza a traves del polmero (A). La
medida se realiza en un recinto (RM) dotado de
un sistema de control de humedad y temperatura
(CTH). El transductor de emision recibe la se~nal
del sistema electronico de generacion (EE) y la
se~nal recibida por el transductor de recepcion es
almacenada y procesada por la electronica de re-
cepcion ER.
Figura 2
Esquema del procedimiento de medida en
conguracion pulso-eco. Consta del transduc-
tor emisor-receptor (E-R) acoplado al recipiente
-RLque contiene el producto lacteo (PL) a traves
del polmero (A). La medida se realiza en un re-
cinto (RM) dotado de un sistema de control de
humedad y temperatura (CTH). El transductor
recibe la se~nal del sistema electronico de gene-
racion (EE) as como la se~nal ultrasonica que
le llega tras rebotar en la cara opuesta del re-
cipiente, la cual es almacenada y procesada por
la electronica de recepcion ER.
Figura 3
Retardo de la se~nal ultrasonica tras atravesar
leche contaminada con Bacillus Cereus (cuadra-
dos) y Pseudomona Aeruginosa (crculos). El eje
H corresponde al tiempo de medida en horas y el
eje R al retardo en segundos del tiempo de vuelo
inicial de la se~nal respecto a la se~nal inicial.
Figura 4
Amplitud de la se~nal de 2 armonico tras atra-
4
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vesar leche esteril (cuadrados) y leche contami-
nada con Bacillus Cereus (crculos). El eje H co-
rresponde al tiempo de medida en horas y el eje
A, a la amplitud normalizada del 2 armonico de
la se~nal.
Figura 5














zumo de naranja concentrado UHT (cuadrados)
y zumo de naranja natural congelado tras su des-
congelacion (crculos). El eje H corresponde al
tiempo de medida en horas y el eje R al retardo
en segundos del tiempo de vuelo inicial de la se~nal
respecto a la se~nal inicial.
5
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para la deteccion de la pre-
sencia de microorganismos en alimentos, en parti-
cular, en la leche y sus derivados, en el interior de
envases comerciales sin necesidad de abrirlos, ni
alterar el producto ni el envase, caracterizado
porque se realiza mediante la deteccion en seco
de cambios en la propagacion de ondas elasticas
a traves de dichos productos, y que consta de un
sistema emisor de ondas elasticas, un sistema re-
ceptor de ondas elasticas (ambos dotados de una
capa de adaptacion para acoplamiento en seco fa-
bricada con un material elastico) y un sistema
de control de la humedad y de la temperatura
(termostatizacion seca) en el ambiente donde se
realizan las medidas.
2. Procedimiento segun la reivindicacion 1 ca-
racterizado porque puede ser aplicado a pro-














humedad o en inmersion en un lquido, sufren
alteraciones de sus propiedades, modicandose
las caractersticas de propagacion de las ondas
elasticas.
3. Procedimiento segun la reivindicacion 2 ca-
racterizado por que puede ser aplicado en enva-
ses laminados de papel o carton, como por ejem-
plo, Combibloc, Tetrabrick o Pure Pack.
4. Procedimiento segun reivindicaciones 1, 2 y
3, caracterizado porque el transductor electro-
mecanico del sistema receptor es el mismo trans-
ductor del sistema emisor que recibe la se~nal
tras atravesar el medio y reflejarse en el extremo
opuesto del envase.
5. Procedimiento segun reivindicaciones 1, 2,
3 y 4, caracterizado por ser capaz de discrimi-
nar el tipo de microorganismo responsable de la
contaminacion del producto en funcion de las va-
riaciones relativas de la velocidad de propagacion,
la atenuacion y la distorsion de la onda
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